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AP PARE C CH I ATURA E METODO PER I NTERFER I RE CON IL 
MECCANISMO DI SOPRAWIVENZA DI CELLULE MALATE 

DESCRIZIONE 

5 La presente invenzione riguarda una apparecchiatura 

per interferire con i meccanismi di sopravvivenza di 
cellule malate. 

Inoltre, 1' invenzione riguarda un metodo 

microbiologico attuato da detta apparecchiatura per 

10 interferire con i meccanismi di sopravvivenza di cellule 
malate, in specie cellule affette da tumore o altre 
malattie causate da alterazioni nel meccanismo di 
sopravvivenza cellulare . 

In particolare, 1 ' interf erenza e indotta da campi 

15 statici (S) ed elettromagnet ici a frequenza estremamente 
bassa (ELF) prodotti dalla apparecchiatura. 

Campi magnetici statici e campi elettromagnet ici a 
frequenza estremamente bassa sono rispettivamente di 
seguito indicati anche con S e ELF. Inoltre, qui di 

20 seguito, qualsiasi possibile combinazione di sequenze 
diverse di campi S seguita da campi ELF; campi ELF seguiti 
da campi S; campi S sovrapposti a campi ELF nonche la sola 
presenza di campi S o campi ELF, verra indicata come campi 
SELF. 

25 Descrizione de lla tecnica nota 

E noto che campi e correnti pericellulari indotti da 
campi elettromagnet ici con frequenza estremamente bassa 
(ELF), compresa nell ' intervallo tra 1 Hz e 300 Hz e forse 
fino a 1000 Hz, inducono all'interno delle cellule alcuni 

30 fenomeni elettrochimici a livello di membrana che sono 
importanti per la trasduzione biologica primaria del 
segnale e per i processi di amplif icazione . 

Questi fenomeni di origine biochimica producono 
quindi messaggeri citoplasmatici secondari e stimolatori 
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interni quali il Ca ++ libero e la proteina fosforilasi 
(chinasi) che a loro volta catalizzano certi cambiamenti 
nella sintesi biologica delle macro molecole, oltre a 
produrre modifiche nelle proprieta funzionali e di 
5 dif f erenziazione della crescita cellulare [ X M. Blank, 
1993] . 

E stata anche documentata la possibilita che campi S 
e ELF modifichino la sintesi del DNA, 1' integrity del DNA, 
la trascrizione e la traslazione. [ 2 Liboff 1984, 3 Tofani 
10 1995, 'Goodman 1991, 5 Phillips 1992] . 

Un possibile meccanismo fisico per giustificare 
alcuni dei risultati sperimentali e l'effetto diretto 
sugli ioni (quali il Ca ++ ) o sui legami che avvengono nella 
membrana cellulare [ 6 Liboff 1985, 7 Chiabrera 1985, B Lednev 
15 1991, s Blanchard 1994] . 

La possibilita di influenzare le variazioni del 
metabolismo del Ca ++ pud portare ad influenzare l'apoptosi 
della cellula (morte cellulare programmata) . [ 10 Preston, 
"Trump 19 9 7] . 

20 Un altro meccanismo di interazione fisica e 

correlato alia possibilita di influenzare la cinetica di 
determinati percorsi di segnalazione cellulare (incluso il 
metabolismo del calcio) attraverso un effetto diretto del 
campo sul movimento dello spin elettronico degli atomi e 

25 delle molecole con elettroni disaccoppiat i . Questa 
influenza pud portare ad un effetto sul rapporto di 
combinazione di coppie di radicali liberi con spin 
correlato e di conseguenza sulla segnaletica Redox. 
[ 12 Grundler 1992; 13 Polk 1992; 14 Walleczek e Budingher 

30 1992; 15 Adey 1993] . 

La possibilita che campi magnetici S e ELF a basso 
livello, non termici (con intensita fino a 30 mT) 
influenzino in vitro la cinetica e l'efficacia delle 
reazioni di coppie di radicali e nota dalla magneto- 
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chimica [ 16 Steiner 1989] . 

Radicali liberi esistenti in natura hanno un 
elettrone spaiato originato da ossigeno o azoto come ad 
esempio un anione superossido, un radicale idrossilico e 

5 un ossido nitrico. Queste specie reattive di ossigeno 
(ROS) e specie reattive di azoto (RNS) possono mirare alle 
proteine, fornendo una spiegazione meccanicistica 
immediata dei fenomeni di segnalazione mediati da radicali 
liberi. Questi fenomeni possono influenzare i fattori di 

10 crescita, il trasporto ionico (quale i canali Ca ++ ) , la 
trascrizione, l'apoptosi [ 17 Lander 1997]. 

L'apoptosi e una forma morf ologicamente distinta di 
morte cellulare programmata che svolge un compito 
principale durante lo sviluppo, l'omeostasi, ed in molte 

15 patologie tra le quali il cancro, la sindrome da 
immunodef icienza acquisita, i disturbi neurodegenerative 
L'apoptosi ha luogo attraverso l'attuazione di un 
programma suicida intrinseco alia cellula. II meccanismo 
genetico di base per avviare l'apoptosi sembra essere 

20 presente essenzialmente in tutte le cellule di mammiferi e 
per tutta la loro vita, ma 1 ' att ivazione di questo 
programma suicida e regolato da molti segnali diversi, che 
hanno origine sia dall ' ambiente intracellulare che da 
quello extracellulare . 

25 Tra tutti i geni coinvolti nella regolazione 

apoptotica, il gene p53 e quello attualmente piu studiato. 
Queste gene, che codifica un fattore di trascrizione ed e 
comune in molti tumori dell 'essere umano, funge da 
mediatore delle risposte cellulari in occasione di alcuni 

30 danneggiamenti all' ambiente cellulare. La proteina p53 pud 
sia impedire temporaneamente la divisione cellulare, in 
modo che le cellule possono riparare il DNA danneggiato, 
sia pud pilotare la cellula ad una morte apoptotica. 

Dati pubblicati sostengono la tesi che l'apoptosi 
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abbia luogo attraverso un processo a tre fasi: 1) 
induzione trascrizionale di tipo redox di geni ; 2) 
formazione di specie reattive di ossigeno; e 3) la 
degradazione ossidativa dei componenti mitocondriali , 

5 culminante nella morte cellulare [ 18 Polyak 1997] . 

Inoltre, dati pubblicati sostengono l'ipotesi che le 
cellule malate rispondono dif ferentemente rispetto alle 
cellule sane se stimolate da campi ELF. Secondo 19 Cadossi 
[1992] i linfociti di pazienti normali rispondono 

10 diversamente rispetto ai linfociti prelevati da pazienti 
con sindrome di down, AIDS e leucemia linfocitica cronica 
quando esposti a campi ELF (prevent ivamente trattati con 
mitogeni) . 

E anche stato riconosciuto che campi ELF influenzano 
15 la variazione di influsso di Ca + * calcio attraverso la 
membrana di linfociti leucemici e non attraverso quella di 
linfociti normali [ 20 Walleczek, 1996] . 

Con riferimento alia chemioterapia sono stati fatti 
molti sforzi con 1'obiettivo di indurre in vivo le cellule 
20 in apoptosi invece di distruggerle , attraverso la "Signal 
Transduction Directed Therapy" (STDT) del cancro [ 21 Levin, 
1998] . 

"Signal Transduction" e un termine operazionale che 
connota la traslazione di informazioni genetiche in 

25 cascate di segnali che permettono alia cellula di, per 
esempio, interpretare e rispondere agli stimoli esterni 
e/o duplicare se stessa. Esperimenti recenti suggeriscono 
che 1' alterazione nel sistema di sopravvivenza della 
cellula contribuisce alia patogenesi di alcune malattie 

30 umane, tra le quali il cancro, infezioni virali, malattie 
del sistema immunitario, disturbi neurodegenerativi , e 
AIDS._ Trattamenti atti ad alterare specif icamente la 
soglia apoptotica possono avere l'effetto di rnodificare il 
progredire naturale di alcune di dette malattie 



["Thompson, 19 95] . 

Sono stati anche usati campi elettrici, 
elettromagnetici e magnetic! di elevata intensita per 
distruggere cellule malate. 

5 In 23 US4665898 e descritta una apparecchiatura nella 

quale animali con cellule cancerose sono stati sottoposti 
a trattamento utilizzando un campo magnetico pulsato ad 
alta intensita, in modo da neutralizzare/distruggere le 
cellule malate in modo selettivo. Questa apparecchiatura 

10 produce campi magnetici termici aventi intensita compresa 
tra 1 Tesla fino a 10 Tesla e con inversione di polarita 
in un intervallo compreso tra 5 e 1000 kHz. Nella forma 
realizzativa preferita 1' intensita del campo magnetico e 
fissata tra 1 e 50 T ed in particolare, negli esempi, essa 

15 e fissata a 5 T ed 8 kHz fino a 18 T e 250 kHz. 

Sono stati utilizzati in vitro su cellule cancerose 
anche altri campi ELF , termici, continui o pulsati. 
[ 24 Narita, 1997; 25 Raylman, 1996] . 

In tutti questi casi, i campi sono di intensita 

20 molto elevata, molto piu alta rispetto a quella permessa 
dalle normative di sicurezza per la salute delle persone, 
e puo produrre riscaldamento nonche danneggiamento per i 
tessuti e le cellule sane. 

g-i pt-figi dell ' invenzione 

25 e uno scopo della presente invenzione fornire un 

metodo per interferire con il meccanismo di soprawivenza 
cellulare di cellule malate viventi, ad esempio cellule 
cancerose, in particolare inducendo 1'apoptosi, 
utilizzando campi magnetici senza avere effetti negativi 

30 sulle cellule normali. 

E un altro scopo dell ' invenzione fornire una 
apparecchiatura per interferire con il meccanismo di 
soprawivenza di cellule malate. 

Il primo ed altri scopi sono raggiunti dal metodo 
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per interferire con il meccanismo di soprawivenza di 
cellule malate la cui caratteristica e di applicare a 
cellule malate viventi, ad esempio cellule cancerose ed 
altre cellule malate per effetto di alterazione nel 
meccanismo di soprawivenza cellulare, campi magnet ici 
SELF non termici, per indurre .l'apoptosi in modo 
selettivo . 

Per gli scopi della presente invenzione, per campi 
SELF si intendono le diverse possibili sequenze di campi S 
seguiti da campi ELF; campi ELF seguiti da campi S; campi ^ 
S sovrapposti a campi ELF nonche la sola presenza di campi 

S o campi ELF. 

II concetto che sta alia base del metodo secondo 
1' invenzione e che i campi SELF interf eriscono sulla 
segnalazione cellulare che sta sostenendo il comportamento 
patologico all'interno delle cellule malate, ad esempio 
sulla segnalazione redox attraversq radicali liberi, 
inducendo cosi l'apoptosi attraverso una modif icazione 
dell ' espressione genica p53. 
2 0 La ragione per cui i campi SELF inducono 

selettivamente l'apoptosi in cellule malate, ad esempio in 
cellule cancerose, pud essere correlata alia alterazione W 
in concentrazioni ioniche nei siti di legame, nonche nella 
corrispondente attivita enzimatica della cellula malata 
25 confrontata con quella di una cellula normale . 

Per questi motivi i campi SELF possono indurre 
mediante segnali una morte cellulare programmata 
(apoptosi) senza comportare effetti collaterali. 

Per gli stessi motivi i campi SELF non termici 
30 possono essere potenzialmente utilizzati per il 
trattamento di cellule affette da molte malattie oltre ai 
tumori, tra cui infezioni virali, AIDS, disturbi del 
sistema autoimmunitario, ecc . , dove la alterazione della 
soprawivenza cellulare contribuisce alia loro patogenesi . 
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Secondo 1 ' invenzione , un'apparecchiatura per 
interferire selett ivamente (apoptosi) sul meccanismo di 
sopravvivenza di cellule malate in vitro ed in vivo ha la 
caratteristica di comprendere mezzi per generare campi 
magnet ici statici (S) che attraversano un ambiente di 
lavoro e mezzi per generare nell ' ambiente di lavoro campi 
elettromagnetici a frequenza estremamente bassa (ELF) 
singolarmente od in aggiunta ai campi S. 

Sono previsti mezzi per modulare i campi S associati 
ai mezzi per generare i campi S ed atti a variare 
l'intensita dei campi S da 1 a 30 mT. 

Sono anche previsti mezzi per modulare i campi ELF 
singolarmente o associati ai mezzi per modulare i campi S 
ed atti ad imporre ai campi ELF una frequenza compresa tra 
1 e 1000 Hz con intensita compresa tra 1 e 30 mT. 

Pref eribilmente i campi ELF hanno una frequenza 
compresa tra 10 e 100 Hz. Inoltre, i campi S ed ELF 
possono essere sottoposti a variazione della loro 
intensita dopo periodi di lunghezza prefissata, quali in 
particolare periodi compresi tra 1 e 40 minuti. 

Secondo un particolare aspetto dell ' invenzione 
quando nell ' apparecchiatura ai campi S sono aggiunti i 
campi ELF vengono ottenuti campi SELF con un rapporto 
S/ELF compreso tra 0,5 e 5. 

In una particolare forma realizzativa 

dell ' invenzione l'intensita dei campi S ed ELF e fissata 
da relativi mezzi di modulatori dell ' apparecchiatura tra 1 
e 10 mT e rapporto in intensita tra i campi S e i campi 
ELF e compreso tra 0,5 e 2,5. 

Almeno una porzione dell ' ambiente di lavoro e 
definito da pareti permeabili ai campi S ed ELF. Almeno 
una porzione dell ' ambiente di lavoro e anche 
vantaggiosamente adiacente ad una prima ed una seconda 
bobina, e i mezzi per modulare forniscono alle bobine 
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rispettivamente corrente continua ed alternata. 

Alcuni esempi dell ' apparecchiatura sono illustrati 
nei disegni annessi, aventi scopo esemplif icativo e non 
limitativo . 

5 In figura 1, 1' ambiente di lavoro e indicato con 1 e 

la parete con 2 . La prima e la seconda bobina sono 
indicate con 3 e 4. I mezzi per modulare sono indicati 
schematicamente da rettangoli 5 e 6 rispettivamente, e 
sono connessi ad alimentazione di corrente continua ed 

10 alternata. 

Nella figura 2, una forma realizzativa differente 
dall.' apparecchiatura, usata per interferire con la 
sopravvivenza di cellule malate sia in vitro che in vivo, 
ha due bobine 23 e 24 disposte coassialmente l'una 

15 rispetto all'altra ai lati opposti dell ' ambiente di lavoro 
21. Sono previsti trasf ormatori variabili 25 e 26 connessi 
ad una rete elettrica 27 a 50 hertz. Sono presenti ponti 
diodi 28 che sono inseribili nel circuito per modificare 
1 ' alimentazione a corrente alternata delle bobine. 

20 Possono essere anche previsti un trasf ormatore in corrente 
continua 29a, un raddrizzatore 29b ed un temporizzatore 
29c per mettere in tensione due piastre 29 in modo che 
possa essere creato nell ' ambiente di lavoro 21 un campo 
elettrico statico (o variabile a bassa frequenza fino a 

25 1000 Hz) ad intervalli desiderati fino a 20kV/m, e 
pref eribilmente intorno a 6kV/m, in funzione delle 
condizioni sperimentali . 

In figura 3 e illustrata una ulteriore forma 
realizzativa dell ' apparecchiatura utilizzata per 

30 interferire con la sopravvivenza in vitro di cellule 
malate. Essa ha un modulatore SELF 35 {1-100 Hz) e due 
bobine 33 e 34 disposte coassialmente una rispetto 
all'altra dai lati opposti di un ambiente di lavoro 31. Un 
amplif icatore 36 e utilizzato tra il modulatore 35 e le 
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bobine 33 e 34, che sono alimentate con la medesima 
corrente creando nell ' ambiente 31 o un campo S o un campo 
ELF. 

Una ulteriore forma realizzativa della 

5 apparecchiatura secondo l'invenzione, illustrata in figura 
4, e utilizzata per interferire con la sopravvivenza di 
cellule malate sia in vitro che in vivo. Essa ha due 
bobine di Helmoltz 43 e 44 disposte coassialmente una 
rispetto all'altra ai lati opposti dell ' ambiente di lavoro 
^ 10 41. Tra il modulatore 45 e le bobine 43 e 44 e inserito un 
amplif icatore 46 attraverso uno shunt 47, anch'esso 
collegato a un computer 49. 

Secondo il metodo microbiologico dell ' invenzione , 
possono essere utilizzati campi SELF non termici per 
15 interferire con la sopravvivenza di cellule malate, come 
ad esempio cellule affette da cancro, infezioni virali, 
malattie del sistema autoimmunitario, disturb! 
neurodegenerative AIDS, ecc, e sono caratterizzate da 
avere intensita compresa tra 1 e 30 mT. I campi SELF vanno 
20 intesi come diverse sequenze di campi S/ELF, quali campi S 
seguiti da campi ELF, campi ELF seguiti da campi S, campi 
^ S ed ELF insieme, nonche la presenza di campi S o ELF 

singolarmente, detti campi ELF avendo una frequenza 
compresa tra 1 e 1000 Hz. 
25 Secondo un ulteriore aspetto del metodo, possono 

essere utilizzati campi SELF non termici per la 
alterazione biotecnologica di geni, come ad esempio per 
modificare i geni p53 mutanti, e la loro caratteristica e 
che vengono utilizzati campi SELF non termici aventi 
30 un' intensita compresa tra 1 e 30 mT. 

Il metodo pud essere effettuato da solo o in 
combinazione con prodotti chimici. 

Il metodo secondo 1' invenzione verra ora illustrato 
in maggior dettaglio mediante esempi specif ici. 



BSSMPIO 1 

In questo esperimento e stata studiata in vitro la 
capacita di indurre l'apoptosi mediante campi magnetici 
SELF come una funzione di intensita dei campi e della 
5 frequenza. 

Per 1 ' esperimento e stata utilizzata una tipologia 
di cellule umane del colon affette da adenocarcinoma 
(WiDr) cresciute in monostrati confluent! in fiaschette 
T25. Per ciascuna prova sono state utilizzate 6 

10 fiaschette, ciascuna contenente circa 10 milioni di 
cellule, tre esposte e tre non esposte . 

Durante 1 ' esposizione le fiaschette sono state 
mantenute tra due bobine collegate con circuiti che hanno 
fornito corrente continua ed alternata fino a 100 hertz. 

15 La temperatura e stata cont inuamente controllata e 
mantenuta a 37°C ± 0,2. 

La durata dell ' esposizione e stata di 20 minuti per 
ciascun esperimento e i campi SELF sono stati mantenuti 
costanti. Dopo 3 ore le cellule sono state trattate con 

20 May-Grunwald-Giemsa . E stata rilevata la presenza di 
apoptosi contando il numero di nuclei apoptotici per 10 
campi di alta potenza (HPS) utilizzando un microscopio 
ottico. 

L'entita dell ' apoptosi indotta e stata stimata dal 
25 rapporto tra il numero di cellule apoptotiche rilevate nel 
gruppo esposto ed il numero di cellule apoptotiche 
rilevate nel gruppo non esposto ai campi magnetici secondo 
1 ' invenzione . 

La tabella 1 riporta i risultati ottenuti in diverse 
30 condizioni di esposizione. 



TABELLA 1 



condizioni di 


composizione 


frequenz 


intensita campi (Statici + 


rapporto di 


esposizione 


campi SELF 


a (Hz) 


ELF rms) mT 


apoptosi 


A 


S (static) 




(0.5 + 0) 


1 


B 


S 




(1 +0) 


1 


C 


S 




(2 + 0) 


1.2 


D 


S 




(3 + 0) 


2 


E 


S 




(4 + 0) 


2,3 


F 


S 




(10 + 0) 


2.2 


G 


S 




(20 + 0) 


2.2 


H 


S 




(30 + 0) 


2.3 


I 


ELF 


16 


(0 + 3) 


2.2 


L 


ELF 


33 


(0 + 3) 


2.2 


M 


ELF 


50 


(0 + 3) 


2.1 


N 


ELF 


50 


(0 + 7) 


2,1 


O 


ELF 


66 


(0 + 3) 


2.2 


P 


ELF 


83 


(0 + 3) 


2.3 


Q 


ELF 


100 


(0 + 3) 


2.1 


R 


S + ELF 


50 


(4 + 3) 


2.1 


S 


S + ELF 


50 


50% del tempo (3 + 1) 
50% del tempo (4,5+1 ,5) 


2.2 
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Tutti i risultati sono stati molto signif icativi dal 
punto di vista statistico (al t di Student). Dalla tabella 

1 e possibile vedere che l'effetto dell ' apoptosi compare a 

2 mT e raddoppia a partire da 3 mT . 

Un altro importante risultato e che 1' apoptosi non 
dipende dalla frequenza dei campi SELF. In altre parole, 
durante il ciclo vitale del meccanismo che fa funzionare 
l'effetto biologico di apoptosi, il campo magnet ico ELF 
viene visto sostanzialmente costante. Questo signif ica che 
tra i due meccanismi ipotizzati di radicali liberi, le cui 
dinamiche temporali sono comprese tra i nano- e i micro- 
secondi , e il meccanismo di tipo a risonanza ionica, 
quello che ef f ettivamente si verifica e il primo, cioe 
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attraverso i radicali liberi [ 26 Scaiano, 1994, 27 Engstrom, 
1997] . 

rsf.MPIO 2 

In questo esperimento e stato verificato l'effetto 
5 selettivo dei campi magnetici SELF esponendo tre tipologie 
di cellule. Due tipologie erano cancerose, quale cellule 
umane di adenocarcinoma del colon (WiDr) e cellule umane 
di cancro della mammella (MCF-7) . Le cellule normali usate 
erano fibroblast i umani del polmone (MRC-5) . 
10 Come nel caso dell ' esempio 1, ciascuna tipologia di 

cellule e stata cresciuta in monostrati confluenti 
all'interno di fiaschette T25. II protocollo sperimentale 
era il medesimo che nell' esempio 1. Sei fiaschette (tre 
esposte e tre non esposte) per ciascuna tipologia di 
15 cellule sono state trattate per 20 minuti. L'apoptosi e 
stata valutata dopo 3 ore. Le condizioni di esposizione 
erano del tipo R della tabella 1. 

I risultati sono riportati in tabella 2. 



TABLE 2 



tipologia di cellule 


rapporto di apoptosi 


WiDr 


2.1 


MCF-7 


1.4 


MRC-5 


1 



Come illustrate in tabella 2 soltanto le cellule 
cancerose hanno riportato un incremento di apoptosi 
altamente signif icativo dal punto di vista statistico 
mentre le cellule normali no. La differenza in percentuale 
di apoptosi tra le due tipologie di cellule cancerose si 



25 ritiene sia dovuta alia diversita tra i tempi di 
duplicazione delle stesse . Infatti, le WiDr si duplicano 
piu rapidamente delle MCF-7. I risultati sono stati 
valutati con il test statistico t di Student. 
Esempio 3 



In questo esempio sono stati utilizzati topi nudi 
(nu/nu) con masse tumorali sottocutanee . Lo scopo 
sperimentale e stato quello di verificare 1' influenza dei 
campi magnetici SELF sulla inibizione della crescita 
5 tumorale . 

In ciascun topo sono state iniettate sottocute 10 
milioni di cellule umane di adenocarcinoma del colon 
(WiDr) . Sono stati conclusi con successo 2 esperimenti. 

Nel primo esperimento, 36 topi femmina sono stati 
10 assegnati casualmente a 4 gruppi sperimentali, ciascuno 
formato da 6 topi esposti e 3 topi esposti per finta per 
un totale di 24 animali esposti a 4 diversi campi 
magnetici SELF e 12 animali esposti per finta. 

Un campo Elettrico Statico fino a 6 kV/m e stato 
15 anche applicato per eventualmente sfruttare il diverso 
comportamento elettrico tra tessuti tumorali e normali 
["Thornton, 1984; 29 Barsamian, 1987] 

Nel secondo esperimento 24 topi femmina sono stati 
assegnati casualmente a due gruppi sperimentali, formati 
20 da 12 topi esposti a campi magnetici , SELF, con condizioni 
di esposizione come nel precedente esperimento, e 12 topi 
esposti per finta. 

Tutti i topi, usati nei due esperimenti, sono stati 
divisi in gruppi sperimentali dopo che le masse tumorali 
25 sviluppate da ciascun animale erano palpabili. 

Gli animali sono stati esposti per 70 minuti, una 
volta al giorno, per 5 giorni alia settimana, per 4 
settimane. Durante 1 ' esposizione ciascun topo e stato 
messo in una scatola. singola di plexiglas tenuta tra due 
30 bobine connesse ad un circuito che li alimentava con 
corrente continua ed alternata fino a 100 hertz. 

I topi sono stati tenuti in ambienti con aria libera 
da patogeni e alimentati con una dieta a volonta. Tutti i 
test sono stati condotti secondo il protocollo emesso 
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dalla N.I.H. (Istituto di Sanita Statunitense ) e N.C.I. 
(Istituto Nazionale Statunitense per il cancro) . 

Le masse tumorali sono state misurate due volte la 
settimana e il loro volume calcolato in mm 3 secondo la 
5 formula : 

(Diametro Maggiore) x (Diametro minore al quadrato) /2 

Dopo 4 settimane gli animali sono stati sacrificati 
ed e stata praticata autopsia. be masse tumorali sono 
state estratte, pesate e misurate. Le porzioni di tumore 
10 sono state utilizzate per differenti analisi, quali: 

- immunoistochimiche : antigene KI-67 per l'indice di 
prolif erazione, antigene P-53 per 1 ' espressione genica 
p53; 

- istopatologiche : colorazione mediante ematossilina- 
15 eosina per la verifica del numero di mitosi; 

- ultrastrutturali : microscopio elettronico ; 

- ibridizzazione dell'acido nucleico: metodo Tunel per la 
valutazione dell ' apoptosi . 

In aggiunta, sono stati estratti i seguenti organi 
20 da ciascun animale al fine della ef f ettuazione di esami 
istologici in modo da determinare la tossicita del 
trattamento: cervello, cuore, reni, fegato, polmoni, 
linfonodi ascellari ed inguinali, linfonodi mediastinali , 
ovaie, cute, milza, midollo osseo, tessuto sottocutaneo 
25 (sede della inoculazione delle cellule tumorali) nonche 
esame del sangue . 

I risultati ottenuti sono riportati in tabella 3 per 
il primo esperimento ed in tabella 4 per il secondo. 
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TABELLA 3 



O 



o 



condizioni di esposizione 


1 


2 


3 


4 


esposti 
per finta 


durata di esposizione (minuti) 


70 


70 


70 


70 


- 


media temporale intensita di 
campo (S + ELF rms) in mT 


3 


3 


4 


o 




variazione di campo statico in 
mT (min-max); [min-max] ELF 


(4-6) 
[2-2] 


(1.5-4) 
[1-1] 


(2-5) 
[1.5-3.5] 


(2-5) 
[1.5-3.5] 




periodi di campo costante (min- 
max) in minuti 


(5-15) 


(5-20) 


(5-15) 


(5-20) 




tempo % con co-presenza di 
campi S ed ELF 


0% 


50% 


50% 


100% 




rapporto S/ELF (min-max) 




(0,5-5) 


(0,5-5) 


(0,5-5) 




tempo % con solo campo S 


50% 


50% 


50% 


0% 


- 


numero di topi 


6 


6 


6 


6 


12 


volume massa tumorale estratta 
(mm 3 ) 


1323 
± 304 


1450 + 
288 


920 ± 
540 


650 ± 
205 


1492 ± 
559 


peso massa tumorale estratta(g) 


1.54 ± 
0.22 


1.6 ± 
0.39 


0.98 ± 
0.56 


0.96 ± 
0.25 


1.6 ± 
0.5 


numero di celle apoptotiche per 
10 HPF 


98 ± 
23 


115 ± 
20 


129 ± 
25 


129 ± 
26 


40 ± 
17 


espressione p53 per 10 HPF 


35.1 ± 
0.11 


43.8 ± 
0.16 


38.2 ± 
0.06 


28.7 ± 
0.14 


73.2 ± 
0.14 



TABLE 4 



condizioni di esposizione 


4 (vedi tab. 3) 


esposti per finta 


numero di topi 


12 


12 


volume massa tumorale estratta 


11 39 ±509 cm 3 


1914 ±793 cm 3 


peso massa tumorale estratta 


1.4 ± 0.7 g 


2.1 ±0.6g 


apoptosi (controllo effettuato solo in 
50%dei topi) 


72.5 ± 9.3 


37.0 ± 7.4 


p53 


35.6± 6.7 


78.1±16.7 


indice di proliferazione 


0.34 ± 0.08 


0.45 ± 0.07 


mitosi 


24.1 ± 10.9 


47.7 ± 10.1 



I dati riportati nella tabella 3 e 4 mostrano che i 
campi SELF hanno un effetto inibitorio in vivo sulla 
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crescita tumorale . Questo effetto, rilevato in entrambi 
gli esperimenti, e stato molto signif icativo dal punto di 
vista statistico (nel primo esperimento, principalmente 
per la condizione di esposizione 4) utilizzando i test di 
5 Dunnet e t di Student rispettivamente . 

All'esame istologico dei 12 organi di ciascun 
animale per tutti i gruppi non sono state rilevate 
differenze tra i topi esposti e quelli esposti per finta. 
Non sono altresi emerse differenze all'esame del sangue . 
10 Questi risultati provano l'assenza di tossicita a seguito ^ 
di un trattamento antitumorale mediante campi SELF. 

L'analisi ultrastrutturale al microscopio elettro- 
nico ha mostrato numerose alterazioni cellulari nelle 
cellule tumorali degli animali esposti: presenza di corpi 
15 apoptotici e cromatina condensata nelle vicinanze della 
membrana nucleare caratteristica di fenomeni apoptotici. 

Inoltre, un risultato importante e dato dalle 
modif icazioni morf ologiche , dalla crescita del numero e 
dalle dimension! dei mitocondri nonche dal numero di 
20 nucleoli, e dalla presenza di molti vacuoli all'interno 
del citoplasma. Le cellule non neoplastiche (quali le 
cellule epiteliali e stromali) non hanno mostrato alcuna U 
differenza tra gli animali esposti e quelli esposti per 
finta concordemente con l'assenza di tossicita rilevata 
25 nei 12 organi normali esaminati in ciascun animale. 

L'incremento di apoptosi e il decremento della 
espressione genica p53 rilevata nei tumori dei topi 
esposti (vedere tavole 3 e 4) sono molto significative dal 
punto di vista statistico (test t Student) . 
30 I risultati riportati in tabella 3 e 4 sono in 

accordo con quelli ottenuti in vitro illustrati nelle 
tabelle 1 e 2. 

Gli effetti indotti dai campi magnetici SELF 
sull ' espressione genica p53 rafforzano i risultati 



sull ' apoptosi e sono in accordo con il meccanismo 
biofisico ipotizzato (legato alia ricombinazione di 
radicali liberi) in base al quale i campi SELF hanno un 
effetto ant itumorale a seguito della formazione di specie 
5 reattive di ossigeno e la degradazione dei componenti 
mitocondriali . 

fiSEMPIQ 4 

In questo esperimento topi nudi (nu/nu) 
precedentemente trattati con inoculazione sottocutanea di 
10 10 milioni di cellule di adenocarcinoma del colon umano 
(WiDr) sono stati esposti per studiare 1' influenza del 
trattamento sulla loro sopravvivenza . 

Dopo r inoculazione delle cellule sono stati formati 
due gruppi di topi in modo casuale rispettivamente di 16 
15 animali esposti e 17 animali esposti per finta. I topi del 
primo gruppo sono stati esposti 70 minuti una volta al 
giorno per 5 giorni la settimana, per tutta la loro vita a 
partire da 24 ore dopo 1 ' inoculazione tumorale. 

Le condizioni di esposizione sono state le stesse 
20 dell ' esperimento i cui risultati sono stati riportati in 
tabella 4. 

Come nel precedente esempio, i topi sono stati 
mantenuti in ambiente libero da patogeni e riforniti con 
una dieta a volonta. Tutti i test sono stati condotti 

25 secondo il protocollo emesso dalla N.I.H. e dalla N.C.I. . 

L'efficacia antitumorale del trattamento e stata 
valutata utilizzando la formula N.C.I. : rapporto tra la 
vita media degli animali esposti e quella degli animali 
esposti per finta. Questa vita media e stata valutata 

30 sommando per ciascun gruppo sperimentale il tempo di 
sopravvivenza di ogni animale diviso per il numero di 
animali. L'efficacia sull'aumento della sopravvivenza 
viene raggiunto quando la formula N.C.I, da come risultato 
un indice uguale o maggiore a 1.25. 
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La tabella 5 riporta per ciascun gruppo sperimentale 
il numero di animali viventi in diversi momenti (giorni) 
calcolati dall'inizio dell ' esperimento . 

TABELLA 5 



topi viventi esposti/ 
esposti per finta (giorni) 


16/16 
(48) 


16/15 
(73) 


15/14 
(76) 


14/14 
(84) 


13/14 
(87) 


12/14 
(88) 


topi viventi esposti/ 
esposti per finta (giorni) 


12/13 
(97) 


12/12 
(107) 


10/12 
(109) 


10/10 
(114) 


10/9 
(115) 


9/8 
(125) 


topi viventi esposti/ 
esposti per finta (giorni) 


9/7 
(149) 


8/6 
(153) 


8/5 
(155) 


8/4 
(157) 


7/4 
(163) 


7/3 
(173) 


topi viventi esposti/ 
esposti per finta (giorni) 


6/3 
(183) 


6/2 
(192) 


6/0 
(194) 


5/0 
(195) 


4/0 
(203) 


3/0 
(257) 


topi viventi esposti/ 
esposti per finta (giorni) 


2/0 
(276) 


1/0 
(323) 


0*/0 

*sacrificato (326) 



5 La formula N.C.I, applicata ai risultati riportati 

in tabella 5 da un indice uguale a 1.31 che e maggiore di 
1.25. Dopo 194 giorni 6 dei topi esposti erano ancora in 
vita mentre tutti i topi esposti per finta erano deceduti 



La descrizione di cui sopra di una forma 
10 realizzativa specif ica e in grado di mostrare l'invenzione 
dal punto di vista concettuale in modo che altri, 
utilizzando la tecnica nota, potranno modificare e/o 
adattare in varie applicazioni tale forma realizzativa 
specifica senza ulteriori ricerche e senza allontanarsi 
15 dal concetto inventivo, e , quindi, si intende che tali 
adattamenti e modifiche saranno considerabili come 
equivalenti della forma realizzativa specifica. I mezzi e 
i materiali per realizzare le varie funzioni descritte 
potranno essere di varia natura senza per questo uscire 
20 dall'ambito dell ' invenzione . Si intende che le 

espressioni o la terminologia utilizzate hanno scopo 
puramente descrittivo e per questo non limitativo. 
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RIVENDICAZTONT 




10 



15 



20 



25 



1. Apparecchiatura per interferire selett ivamente sulla 
sopravvivenza di cellule malate, in particolare inducendo 
apoptosi, in vitro ed in vivo, caratterizzato dal fatto di 
comprendere : 

- mezzi per generare campi magnetici static! S che 
attraversano un ambiente di lavoro, 

- mezzi per generare campi elet tromagnet ici a frequenza 
estremamente bassa (ELF) attraverso detto ambiente di 
lavoro in aggiunta detti campi statici S; 

- mezzi per modulare detti campi S associati a detti 
mezzi per generare detti campi S, detti mezzi per modulare 
detti campi S variando l'intensita di detti campi S tra 1 
e 3 0 mT; 

- mezzi per modulare detti campi ELF associati a detti 
mezzi per generare campi ELF, detti mezzi per modulare 
detti campi ELF imponendo a detti campi ELF una frequenza 
compresa tra 1 e 1000 Hz con intensita compresa tra 1 e 30 
mT . 

2. Apparecchiatura per interferire selettivamente sulla 
sopravvivenza di cellule malate, in particolare inducendo 
apoptosi, in vitro ed in vivo, caratterizzato dal fatto di 
comprendere : 

- mezzi per generare campi magnetici statici S che 
attraversano un ambiente di lavoro, 

- mezzi per modulare detti campi S associati a detti 
mezzi per generare detti campi S, detti mezzi per modulare 
detti campi S variando l'intensita di detti campi S tra 1 
e 3 0 mT; 

3. Apparecchiatura per interferire selettivamente sulla 
sopravvivenza di cellule malate, in particolare inducendo 
apoptosi, in vitro ed in vivo, caratterizzato dal fatto di 
comprendere : 

- mezzi per generare campi elettromagnetici a frequenza 
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estremamente bassa (ELF) attraverso detto ambiente di 
lavoro in aggiunta a detti campi statici S; 

- mezzi per modulare detti campi ELF associati a detti 
mezzi per generare campi ELF, detti mezzi per modulare 
5 detti campi ELF imponendo a detti campi ELF una frequenza 
compresa tra 1 e 1000 Hz con intensita compresa tra 1 e 30 
mT. 

4. Apparecchiatura secondo le rivendicazioni 1 e 2, in cui 
detti mezzi per modulare detti campi S determinano una 

10 variazione a detti campi S che rimane tale per periodi 
pref issat i . 

5. Apparecchiatura secondo la rivendicazione 1 e 3, in cui 
detti mezzi per modulare detti campi ELF impongono a detti 
campi ELF una frequenza compresa tra 10 e 100 Hz. 

15 6. Apparecchiatura secondo le rivendicazioni precedenti, 
in cui detti campi S sono aggiunti a detti campi ELF 
ottenendo campi SELE con rapporto S/ELF compreso tra 0,1 e 
5. 

7. Apparecchiatura secondo le rivendicazioni precedenti, 
20 in cui 1' intensita di detti campi S ed ELF e fissata da 

detti mezzi modulatori tra 1 e 10 mT e il rapporto tra i 
campi S e i campi ELF e compreso tra 0,5 e 2,5. 

8. Apparecchiatura secondo le rivendicazioni precedenti in 
cui almeno una porzione di detto ambiente di lavoro e 

25 definito da pareti permeabili a detti campi. 

9. Apparecchiatura secondo le rivendicazioni precedenti in 
cui detti mezzi per generare detti campi S e/o ELF 
comprende almeno una prima ed una seconda bobina 
rispettivamente circondanti almeno una porzione di detto 

30 - ambiente di lavoro, detti mezzi per modulare fornendo a 
dette bobine rispettivamente corrente continua e/o 
alternata . 

10 . Apparecchiatura secondo le rivendicazioni da 1 a 8 , in 
cui detti mezzi per generare detti campi S e/o ELF 



ii 



comprendono almeno una prima di una seconda bobina 
coassiale l'una all'altra, detto ambiente di lavoro 
essendo disposto tra detta prima e detta seconda bobina e 
detti mezzi per modulare fornendo a dette bobine 
5 rispettivamente corrente continua e/o alternata. 

11 . Apparecchiatura secondo le rivendicazioni precedenti, 
in cui sono previsti mezzi per creare attraverso detto 
ambiente di lavoro un campo elettrico statico, o variabile 
a bassa frequenza fino a 1000 Hz, di intensita fino a 20 

10 kV/m. 

12. L'uso di campi SELF non termici per interferire 
selettivamente sulla sopravvivenza di cellule patologiche, 
quali in particolare cellule affette da cancro, infezioni 
virali, malattie autoimmunitarie , disturbi neurode- 

15 generativi, AIDS, ecc, caratterizzato dal fatto che detti 
campi SELF non termici hanno intensita compreso tra 1 e 30 
mT detti campi SELF essendo diverse sequenze di campi 
S/ELF, quali campi S seguiti da campi ELF, campi ELF 
seguiti da campi S, campi S ed ELF insieme, nonche la 

20 presenza di campi S o ELF singolarmente , detti campi ELF 
avendo una frequenza compresa tra 1 e 1000 Hz. 

13. L'uso di campi SELF non termici per 1 ' alterazione 
biotecnologica di geni, quali particolari per alterazione 
del gene p53 mutante, caratterizzate dal fatto che detti 

25 campi SELF non termici hanno intensita compreso tra 1 e 30 
mT, detti campi SELF essendo diverse sequenze di campi 
S/ELF, quali campi S seguiti da campi ELF, campi ELF 
seguiti da campi S, campi S ed ELF insieme, nonche la 
presenza di campi S o ELF singolarmente, detti campi ELF 

30 avendo una frequenza compresa tra 1 e 1000 Hz. 

14 . Uso di campi SELF non termici secondo le 
rivendicazioni 12 o 13, in cui all'aggiunta di campi SELF 
vengono utilizzate sostanze chimiche. 



TITOLO 

AP PARE CCH I ATURA E METODO PER INTERFERIRE CON IL 
MECCANISMO DI SOPRAWIVENZA DI CELLULE MALATE 

RIASSUNTQ 

5 Un metodo ed una apparecchiatura per interferire 

sulla soprawivenza di cellule malate, in particolare 
inducendo l'apoptosi su cellule malate viventi, 
utilizzando campi magnetici senza danneggiare le cellule 
normali. Le cellule malate sono del tipo presente in 

10 malattie causate da alterazione nel meccanismo di 
soprawivenza cellulare, quali in particolare cancro, 
infezioni virali, malattie di tipo autoimmunitario, 
disturbi neurodegenerativi , AIDS. Vengono utilizzati 
campi magnetici statici (S) e a frequenza estremamente 

15 bassa (ELF) aventi un intensita compresa tra 1 e 30 mT. 
In particolare, vengono utilizzati campi SELF, intesi come 
diverse sequenze di campi S/ELF, quali campi S seguiti da 
campi ELF , campi ELF seguiti da campi S, campi S ed ELF 
insieme, nonche la presenza di campi S o ELF 

20 singolarmente , con campi ELF aventi una frequenza tra 1 e 
1000 hertz. Inoltre, possono essere utilizzati campi SELF 
non termici per alterazioni biotecnologiche di geni quali 
in particolari per alterare il gene mutante p53. 
Un' apparecchiatura per realizzare il metodo comprende 

25 mezzi per generare campi magnetici statici S attraversanti 
un ambiente di lavoro e/o per generare campi 
elettromagnetici a frequenze estremamente basse ELF 
attraverso 1' ambiente di lavoro. Sono previsti mezzi per 
modulare i campi S associati ai mezzi per generare i campi 

30 S e quindi variare la loro intensita da 1 a 30 mT. Possono 
essere anche previsti mezzi per modulare i campi ELF 
associati ai mezzi per generare i campi ELF ed in grado di 
imporgli una frequenza compresa tra 1 e 1000 Hz con 
intensita compresa tra 1 e 30 mT. 



